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ANNEX A: LEGISLACIÓ VIGENT SOBRE SÒLS 
CONTAMINATS A CATALUNYA 
 
A continuació es recullen els articles de llei que constitueixen el marc normatiu vigent a 
Catalunya en matèria de sòls contaminats: 
? article 15 de la Llei 6/1993  
? articles 27 i 28 de la Llei bàsica 10/1998 
 
A.1  Article 15 de la Llei 6/1993 
 
“LLEI 6/1993, de 15 de juliol, reguladora dels residus. 
 
Article 15 
Regeneració d’espais degradats 
Per a regenerar els espais degradats per descàrregues incontrolades, els programes 
corresponents han d’atendre: 
a) Que el responsable directe de la regeneració és la persona que ha efectuat la descàrrega i, 
solidàriament, el productor o el posseïdor del residu. 
  
b) Que n’és responsable subsidiari el propietari de la finca on s’ha produït la descàrrega o, si 
s’escau, el titular del domini públic afectat. 
  
c) Que les actuacions de regeneració han d’ésser ordenades per l’ajuntament o, si s’escau, pel 
consell comarcal, on hi ha emplaçat l’espai degradat. 
  
d) Que l’acció de govern de la Generalitat encaminada a la regeneració dels espais degradats 
de Catalunya s’ha de dur a terme assistint els ens locals i cooperant-hi i, si això no és 
suficient, aplicant la subrogació o l’execució subsidiària que estableix l’article 136 de la Llei 
8/1987, municipal i de règim local de Catalunya.” 
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A.2 Articles 27 i 28 de la Llei bàsica 10/1998 
 
“Artículo 27. Declaración de suelos contaminados. 
1. Las Comunidades Autónomas declararán, delimitarán y harán un inventario de los 
suelos contaminados debido a la presencia de componentes de carácter peligroso de 
origen humano, evaluando los riesgos para la salud humana o el medio ambiente, de 
acuerdo con los criterios y estándares que, en función de la naturaleza de los suelos y 
de los usos, se determinen por el Gobierno previa consulta a las Comunidades 
Autónomas. 
A partir del inventario, las Comunidades Autónomas elaborarán una lista de 
prioridades de actuación, en atención al riesgo que suponga la contaminación del suelo 
para la salud humana y el medio ambiente. 
Igualmente, las Comunidades Autónomas declararán que un suelo ha dejado de estar 
contaminado tras la comprobación de que se han realizado de forma adecuada las 
operaciones de limpieza y recuperación del mismo. 
2. La declaración de un suelo como contaminado obligará a realizar las actuaciones 
necesarias para proceder a su limpieza y recuperación, en la forma y plazos en que 
determinen las respectivas Comunidades Autónomas. 
Estarán obligados a realizar las operaciones de limpieza y recuperación reguladas en el 
párrafo anterior, previo requerimiento de las Comunidades Autónomas, los causantes 
de la contaminación, que cuando sean varios responderán de estas obligaciones de 
forma solidaria y, subsidiariamente, por este orden, los poseedores de los suelos 
contaminados y los propietarios no poseedores, todo ello sin perjuicio de lo 
establecido en el artículo 36.3. 
En todo caso, si las operaciones de limpieza y recuperación de suelos contaminados 
fueran a realizarse con financiación pública, sólo se podrán recibir ayudas previo 
compromiso de que las posibles plusvalías que adquieran los suelos revertirán en la 
cuantía subvencionada en favor de la Administración pública que haya financiado las 
citadas ayudas. 
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3. La declaración de un suelo como contaminado podrá ser objeto de nota marginal en el 
Registro de la Propiedad, a iniciativa de la respectiva Comunidad Autónoma. Esta 
nota marginal se cancelará cuando la Comunidad Autónoma correspondiente declare 
que el suelo ha dejado de tener tal consideración. 
4. El Gobierno aprobará y publicará una lista de actividades potencialmente 
contaminantes de suelos. Los propietarios de las fincas en las que se haya realizado 
alguna de estas actividades estarán obligados, con motivo de su transmisión, a 
declararlo en escritura pública. Este hecho será objeto de nota marginal en el Registro 
de la Propiedad. 
Los titulares de estas actividades deberán remitir periódicamente a la Comunidad 
Autónoma correspondiente informes de situación, en los que figuren los datos 
relativos a los criterios que sirvan de base para la declaración de suelos contaminados, 
de acuerdo con el apartado 1. 
Las Comunidades Autónomas establecerán los criterios que permitan definir la 
periodicidad para la elaboración de los informes de situación del suelo. 
5. La transmisión del título del que trae su causa la posesión, o el mero abandono de la 
posesión, no eximen de las obligaciones previstas en este Título. 
6. Lo establecido en este Título no será de aplicación al acreedor que en ejecución 
forzosa de su crédito devenga propietario de un suelo contaminado, siempre que lo 
enajene en el plazo de un año a partir de la fecha en que accedió a la propiedad. 
Artículo 28. Reparación en vía convencional de los daños al medio ambiente por suelos 
contaminados. 
Las actuaciones para proceder a la limpieza y recuperación de los suelos declarados como 
contaminados podrán llevarse a cabo mediante acuerdos voluntarios suscritos entre los 
obligados a realizar dichas operaciones y autorizados por las Comunidades Autónomas o 
mediante convenios de colaboración entre aquéllos y las Administraciones públicas 
competentes. En todo caso, los costes de limpieza y recuperación de los suelos contaminados 
correrán a cargo del obligado, en cada caso, a realizar dichas operaciones. 
Los convenios de colaboración podrán concretar incentivos económicos que puedan servir de 
ayuda para financiar los costes de limpieza y recuperación de suelos contaminados.” 
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ANNEX B: PROTOCOL D'EXTRACCIÓ EN FASE SÒLIDA 
D’UN SÒL 
 
En aquest Annex es detalla el protocol de laboratori que s’ha seguit per extreure els 
compostos orgànics del sòl dels microcosmos de l’experiment 3. Correspon a la prova E 
realitzada durant la posta a punt del procés d’extracció en fase sòlida (Subapartat 6.5.1); cal 
recordar que la prova E és la que presentava els percentatges de recuperació més elevats 
(Taula 6.21). 
 
B.1 Material i reactius 
 
Material: 
 - 4 tubs de centrífuga 
- 2 balons de rotavapor 
- 1 embut de vidre 
- 1 espàtula 
- pipetes Pasteur 
- rotavapor 
- bany d'ultrasons 
- centrífuga 
 
Reactius: 
- sulfat de sodi anhidre, Na2SO4(s) 
- dissolvents: acetona, clorur de metilè 
- HCl al 37% 
 - fibra de vidre 
 
B.2 Extracció de sòls 
 
Les quantitats d’aquest protocol estan referides a un microcosmos amb 20g de sòl. 
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B.2.1 Extracció neutre 
 
1. Preparar aproximadament 1L de clorur de metilè:acetona (2:1). 
2. Afegir 1mL d'HCl (1M) al sòl el més homogèniament possible. 
3. Barrejar el sòl amb una espàtula. 
4. Afegir aproximadament 21g de Na2SO4(s) de mica en mica, mentre 
s’homogeneïtza el sòl amb l'espàtula evitant que es formin pedres, s'ha 
d'aconseguir una textura arenosa. 
5. Transvasar el sòl als 4 tubs de centrífuga el més equitativament possible. 
6. Rentar les parets del microcosmos amb el dissolvent.  
7. Omplir els tubs amb el dissolvent fins a cobrir-ne aproximadament les tres quartes 
parts, barrejar el sòl amb una espàtula per aconseguir que el dissolvent penetri bé. 
8. Tapar els tubs, primer amb paper d’alumini i després amb els taps roscats, per 
evitar que el dissolvent es contamini amb la silicona dels taps. 
9. Introduir-los 20 min al bany d'ultrasons, vigilant que tot el contingut dels tubs 
quedi submergit. 
10. Equilibrar els tubs dos a dos. 
11. Centrifugar-los 20min a 3000rpm. 
12. Paral·lelament, preparar el sistema {embut-baló} de recollida de l'extracte: primer 
es col·loca un filtre de fibra de vidre al fons de l'embut i a continuació s'omple 
l'embut amb Na2SO4(s) per eliminar qualsevol resta d'aigua. 
13. Després de centrifugar, recollir el sobrenadant amb una pipeta Pasteur i filtrar-lo a 
través de l'Na2SO4(s) i la fibra de vidre, l'extracte s'acumula al baló. 
14. Repetir els passos 7, 8, 9, 10, 11 i 13 quatre vegades més, de manera que s'hauran 
fet un total de 5 extraccions neutres. 
15. Abans de començar les extraccions àcides, cal rentar el filtre amb dissolvent per 
fer baixar possibles restes d’extracte al baló. 
 
B.2.2 Extracció àcida 
 
16. Preparar la dissolució d’àcid clorhídric que servirà per acidificar: 35mL d’acetona 
en un flascó d’Erlenmeyer, on s’afegeixen 5mL d’àcid clorhídric al 37%. 
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17. Introduir 4mL d’aquesta dissolució a un dels tubs i barrejar el sòl ràpidament amb 
l’espàtula per tal que l’àcid penetri bé. 
18. Repetir el pas anterior pels tres tubs restants. 
19. Seguidament introduir 7mL de clorur de metilè als quatre tubs i acabar 
d'homogeneïtzar la barreja amb l’espàtula. 
20. Repetir els passos 8, 9, 10 i 11. 
21. Mentrestant cal preparar un altre baló per recollir l’extracte àcid, el filtre i l’embut 
no cal canviar-los. 
22. Després de centrifugar, recollir el sobrenadant amb una pipeta Pasteur i filtrar-lo a 
través de l'Na2SO4(s) i la fibra de vidre, l'extracte s'acumula al baló. 
23. Repetir els passos 7, 8, 9, 10, 11 i 13 quatre vegades més, de manera que s'hauran 
fet un total de 5 extraccions àcides. 
 
B.3 Concentració de les mostres 
 
24. A la balança de precisió, pesar un vial de 4mL i anotar-ne el valor. 
25. Rotaevaporar el baló amb l’extracte neutre. 
26. Ressuspendre l’extracte amb clorur de metilè. 
27. Transvasar el contingut del baló al vial de 4mL que s'ha pesat al pas 24. 
28. Tapar el vial amb paper d’alumini foradat i deixar-lo evaporar durant 24 hores a 
dins la campana. 
29. Pesar de nou el vial a la balança de precisió, la diferència entre aquest valor i el del 
pas 24 és el pes de l’extracte obtingut. 
30. Conservar el vial al congelador de -20ºC. 
31. Repetir els passos de 24 a 30 amb el baló de l’extracte àcid.  
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ANNEX C: GUIA PRÀCTICA D'UTILITZACIÓ DEL 
SISTEMA 
 
A continuació es presenta una guia que conté els passos que s’aconsella seguir a l’hora de 
muntar el sistema dissenyat en aquest treball. S’ha intentat que sigui el més general possible 
de manera que pugui ser útil independentment de les condicions d’estudi.  
 
A.1 Elements del sistema 
 
En primer lloc cal comprovar que es disposa del material següent: 
 
Bomba d’aire:  Model d’Air Admiral (Cole Parmer). 
 
Trampa inicial de CO2:  
 
Ampolla de 500mL amb unió roscada i tub difusor per gasos.  
 
Filtre de carboni activat: 
 
Columna de vidre amb tap roscat, una entrada per la part 
inferior i una sortida per la superior; s'ha omplert amb carboni 
activat granular.  
 
Filtre biològic: 
 
Filtre d’acetat de cel·lulosa de 0,5µm de tamany de porus; una 
de les sortides sempre s'haurà de mantenir estèril. 
 
Distribuïdor: 
 
És de vidre i té 1 entrada i 4 sortides. 
 
Humitejadors: 
 
Ampolla de vidre de 100mL amb unió roscada i tap de silicona 
amb 7 orificis (1 central i 6 perifèrics) per la connexió dels tubs 
de tefló. 
 
Microcosmos: 
 
Ampolla de vidre de 100mL amb unió roscada i taps de tefló i 
silicona amb dos orificis. 
 
Trampes de CO2: 
 
 
Ampolla de vidre de 100mL amb unió roscada i tap de silicona 
amb dos orificis. 
 
Vàlvules: 
 
Estranguladors de plàstic regulats per un cargol. 
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Tubs de connexió: Tub Nº Material Dint (mm) Dext (mm) 
[1] silicona 4 8 
[2] silicona 3 5 
[3] silicona 3 6 
[4] silicona 2 4 
[5] tefló 1 3 
 
 
A.2 Proves prèvies 
 
A.2.1 Determinació de la humitat i la capacitat de camp del sòl 
 
Els protocols que s’han seguit són els detallats al Subapartat 6.2.3. Abans de decidir la 
capacitat de camp a la que es treballarà, és convenient realitzar proves sobre el comportament 
del sòl per diferents graus d'humitat:  cal que quedi prou humit per poder sacsejar-lo sense que 
es formin boles però sense estar inundat per evitar la possible formació de zones anaeròbies. 
 
A.2.2 Comprovació de l'estanquitat del sistema 
 
- Muntar un microcosmos (ampolla, tap, tubs de tefló). 
- Connectar l'entrada a la bomba. 
- Submergir el microcosmos en un bany d'aigua tenint cura de que el nivell d'aigua 
estigui un mínim de dos dits per sobre del tap. 
- Posar en marxa la bomba. 
- Augmentar la pressió dins el microcosmos tapant parcialment la sortida a l'atmosfera 
amb molt de compte. 
- Detectar possibles fugues si s'aprecia algun bombolleig en el bany. 
- Repetir tots els passos per cada un dels 23 microcosmos restants. 
 
A.3 Començar l'experiment 
 
PAS 1 Neteja del material: 
- Material de vidre: posar 20min al bany d'ultrasons, esbandir amb aigua i, a 
continuació, passar-hi acetona. 
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- Tubs i taps de silicona o tefló: netejar amb aigua i sabó i, després d’esbandir, passar-
hi acetona. 
 
PAS 2 Muntatge de les diferents parts del sistema: 
- De la bomba al filtre biològic (circuit d'aeració) 
 
Filtre de carboni activat 
Trampa inicial de CO2
Bomba 
Filtre biològic 
   
- El distribuïdor (subsistema1) 
 
 
- Els 4 humitejadors (subsistema2) 
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- Els microcosmos (subsistema3) 
  
 
- Les trampes de sosa (subsistema4) 
 
 
Observacions: 
- Va molt bé fer servir unes alicates (amb les puntes folrades amb algun material tou 
per no fer malbé els tubs) per introduir els tubs de tefló pels forats dels taps de 
silicona dels humitejadors, els microcosmos i les trampes de sosa. 
- El tub central dels humitejadors ha d'arribar fins al fons però els sis restants han de 
quedar el més a prop del tap possible per evitar que alguna gota del bombolleig els 
taponi. 
- De la mateixa manera, els tubs d’entrada a les trampes també han d’arribar al fons 
mentre que els de sortida han de quedar a prop dels taps.  
- Cal comprovar que la sortida del filtre biològic quedi tapada per poder garantir 
l'esterilitat de l'aire a partir d'aquest punt del sistema. 
 
PAS 3 Preparació dels estocs i les solucions de NaOH: 
- En el cas de l'experiment 3: estoc de fenantrè i d'azida sòdica. 
- Trampa inicial: NaOH (2M); com que la concentració no ha de ser exacta es pot 
preparar a partir de NaOH(s) en llenties. 
- Trampes dels microcosmos: en el cas de l'experiment 3, NaOH (0,05M); la 
concentració ha de ser el més exacta possible. 
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PAS 4 Preparació de la soca per inocular: 
- En el cas de l'experiment 3: es ressembra la soca AP1 a una placa amb LB 
suplementat amb glucosa; 
- Es deixa créixer durant 5 dies; 
- Es ressuspen en medi mineral; 
- Després de barrejar bé, es llegeix la densitat òptica a l’espectrofotòmetre: ha d’estar 
als voltants de 0,5Å si es treballa amb la soca AP1.  
Nota: La densitat òptica d’un cultiu permet obtenir el valor de la seva concentració 
cel·lular. Prèviament caldrà realitzar, però, una recta patró en la que es representi la densitat 
òptica en funció del nombre de cèl·lules del cultiu (determinat per comptatge en placa).   
 
PAS 5 Esterilització del material i els reactius: 
- El distribuïdor (subsistema1) 
- Els 4 humitejadors (subsistema2) 
- Els microcosmos (subsistema3) 
- Tubs de connexió entre els microcosmos i les trampes 
- Medi mineral (BMTM) 
- Aigua bidestil·lada pels humitejadors 
- Estoc de glucosa (si l'experiment ho requereix) 
- Proveta de 100mL de vidre 
- Puntes de pipeta de 5mL 
- Puntes de pipeta d’1mL 
  
PAS 6 Omplir les trampes amb la solució de NaOH corresponent. 
  
PAS 7 Muntatge final del sistema: 
- Acoblament del distribuïdor (subsistema1) al filtre biològic; cal retirar el tap del 
filtre, acoblar-hi el distribuïdor i tancar les altres 4 sortides amb 4 vàlvules (aquesta 
operació s’ha de realitzar sobre la flama, Annex G). 
 
Nota: Els passos que venen a continuació s'han de dur a terme en condicions d'esterilitat, 
per tant a la cabina de seguretat biològica (Annex G). 
 
 (a) Omplir l’humitejador A amb 50mL d'aigua bidestil·lada estèril amb la proveta de 
100mL. 
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 (b) Omplir els microcosmos A1,..., A6 amb el sòl. 
 (c) Afegir als microcosmos la quantitat, prèviament determinada, de medi mineral, 
substrat, soca, etc. segons les condicions que s'hagin definit. 
 (d) Connectar els microcosmos a les trampes de sosa corresponents (el tub ha de quedar 
prop del tap del microcosmos). 
 (e) Acoblar cada un dels sistemes {microcosmos-trampa} a l'humitejador connectant 
cada tub de sortida d'aire humit al microcosmos corresponent (aquesta vegada el tub 
ha de quedar prop de la superfície del sòl). 
 
 - Acoblar el sistema-A {humitejador-microcosmos-trampes} a una de les sortides del 
distribuïdor (aquesta operació s’ha de realitzar sobre la flama, Annex G). 
 - Repetir els passos de (a) a (e) amb els sistemes {humitejador-microcosmos-trampes} 
B, C i D. 
  
PAS 8 Purga del sistema i presa de mostra del temps 0: 
 (a) Treure la vàlvula de la sortida del distribuïdor corresponent a l’humitejador A. 
 (b) Treure les 6 vàlvules de les trampes dels microcosmos de l’humitejador A. 
 (c) Posar en marxa la bomba. 
 (d) Tancar a poc a poc la vàlvula del bypass de la bomba fins que la solució de la 
trampa inicial comenci a bombollejar. 
 (e) Regular, mitjançant aquesta vàlvula, el cabal d'aire que permet que les 6 trampes 
tinguin un bombolleig homogeni i suau. 
 (f) Mantenir l'aeració durant 10min. 
 (g) Obrir a poc a poc la vàlvula de bypass de la bomba fins que ja no passi aire pel 
sistema. 
 (h) Col·locar la vàlvula de la sortida del distribuïdor. 
 (i) Col·locar les 6 vàlvules de les trampes. 
 (j) Repetir els passos de (a) a (i) pels humitejadors B, C i D. 
 (k) Apagar la bomba. 
 (l) Canviar 3 de les trampes (si es volen triplicats) per trampes noves, aquestes són les 
mostres a temps 0. 
 
Observacions: 
- És molt important disminuir a poc a poc el cabal d'aire que dóna la bomba per evitar 
un possible retorn de la sosa de les trampes o de l'aigua dels humitejadors.  
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- Les vàlvules de les trampes dels microcosmos sempre han d'estar tancades per evitar 
que el CO2 atmosfèric precipiti dins la trampa quan el sistema d’aeració no està en 
funcionament. 
  
A.4 Aeració durant la biodegradació 
 
- Per renovar l'atmosfera dels microcosmos cal repetir els passos de (a) a (k) del PAS 8 
de l'apartat anterior.  
- L'aeració s'ha de realitzar almenys una vegada per setmana. 
 
A.5 Presa de mostres 
 
- Renovar les atmosferes dels microcosmos.   
- Les trampes s’han de tapar i conservar a la cambra de 4ºC. 
- Als microcosmos se’ls afegeix 10mL de clorur de metilè a fi d’aturar la 
biodegradació i es conserven a la cambra de 4ºC. 
 
A.6 Valoració de les mostres 
 
- Preparar la solució d'àcid clorhídric; la concentració ha de ser la mateixa que la de 
les trampes de sosa dels microcosmos. 
- Preparar la solució de clorur de bari (1M). 
- Omplir la bureta amb la solució de clorhídric evitant la formació de bombolles. 
- Preparar la mostra: 20mL de mostra 
2mL de BaCl2
4 gotes de fenolftaleïna 
- Afegir l’àcid obrint la clau de la bureta, lentament, fins al viratge (la coloració fúcsia 
inicial desapareix). 
 
Observacions: 
- Abans de valorar la primera mostra cal realitzar un blanc per triplicat. 
- Les solucions de clorhídric i clorur de bari s'han de preparar el mateix dia. 
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ANNEX D: CÀLCUL DE LA VARIABILITAT ENTRE 
RÈPLIQUES 
 
La variabilitat entre rèpliques ha d'estar relacionada amb la dispersió dels valors. Si tots 
els valors obtinguts són molt semblants, sembla lògic pensar que la variabilitat serà petita 
mentre que si són molt diferents, la variabilitat hauria de ser molt elevada. 
 
Adoptant un criteri pessimista, podria dir-se que la variabilitat és la semi diferència entre 
el valor màxim i el valor mínim. Per exemple, en una sèrie de mesures com les següents: 
1,256 1,053 1,118 1,062 1,189 
1,245 1,145 1,187 1,139 1,216 
1,187 1,132 1,084 1,065 1,184 
1,162 1,092 1,111 1,208 1,147 
els valors màxim i mínim són 1,256 i 1,053. La semi diferència és 0,1015; la mitjana és 
1,1491; per tant, si es dóna com a valor 1,1491 ± 0,1015, s'estan incloent tots els valors del 
conjunt de mesures. Tot i això, aquesta variabilitat és massa elevada i el criteri utilitzat és 
discutible. Sembla més apropiat agafar com a variabilitat la desviació mitjana, és a dir, el 
valor mig de la diferència de les dades respecte al valor central. De totes maneres, com que les 
dades difereixen tant per excés com per defecte del valor mig, aquesta desviació s'aproximaria 
a zero. Per evitar-ho se sol agafar, enlloc de la mitjana de les desviacions, la mitjana de les 
desviacions al quadrat; d'aquesta manera tots els sumands són positius. Per tal que la unitat 
d'aquest valor sigui coherent amb la de les dades inicials, caldrà aplicar-li l'arrel quadrada (Ec. 
D.1). El valor resultant s'anomena desviació típica o desviació estàndard del conjunt de dades. 
 
( )∑
=
−=
n
i
i xxn 1
21σ                                                                                                 (Ec. D.1) 
 
Quan el número de dades és petit, se sol utilitzar el càlcul de la desviació estàndard per 
l'equació: 
 
( )∑
=
−−=
n
i
i xxn 1
2
1
1σ                                                                                            (Ec. D.2) 
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La primera s'acostuma a anomenar desviació estàndard de poblacions i la segona 
desviació estàndard de mostres. Un dels motius per preferir la segona és que quan es té una 
sola dada, el resultat de l'equació (6) és 
0
0=σ , és a dir un número indefinit. Efectivament 
quan només es té una dada no es té prou informació com per calcular la seva variabilitat, per 
tant sembla lògic que el resultat sigui indefinit. D'altra banda, l'equació (Ec. D.1) donaria una 
variabilitat igual a zero. 
 
Les dues expressions es fan servir encara que, a la pràctica, i si el número de mesures és 
gran, la diferència entre utilitzar una o altre és menyspreable. La que es fa servir més sovint és 
l'equació (Ec. D.2) que és també la que s'utilitza en aquest treball. 
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ANNEX E: CROMATOGRAMES OBTINGUTS PER HPLC 
 
En aquest Annex es recullen els cromatogrames de les mostres analitzades per 
cromatografia líquida d’alta resolució (HPLC) a partir dels quals s’han obtingut els resultats 
presentats en l’Apartat 6.5. Abans, però, es presenta una breu introducció sobre aquest tipus 
de cromatografia així com els espectres i temps de retenció utilitzats per la identificació dels 
compostos que apareixen en aquest treball. 
 
E.1 Identificació de compostos per HPLC 
 
La cromatografia de líquids utilitza un líquid com a fase mòbil per separar els diferents 
components d’una mescla a través d’una fase estacionària. En aquest cas la fase mòbil és una 
barreja de metanol i aigua en la que la proporció entre ambdós components va variant en el 
temps seguint un programa definit prèviament (Subapartat 6.2.4). La fase estacionària està 
constituïda per una columna C18 que retindrà els compostos orgànics de la mostra. Els dos 
programes utilitzats en aquest treball s’inicien amb una quantitat més o menys petita de 
metanol en aigua per arribar a proporcions del 95% de metanol. L’aigua, essent més polar que 
el metanol, arrossegarà en primer lloc els compostos de més elevada polaritat; a mesura que 
va augmentant la proporció de metanol en la fase mòbil, però, s’aniran detectant compostos 
cada vegada menys polars.  
 
La identificació de compostos per HPLC es realitza mitjançant l’anàlisi dels temps de 
retenció i dels espectres d’absorció dels pics que l’aparell integra en el cromatograma 
analitzat. El temps de retenció d’un pic permet fer-se una idea aproximada de la naturalesa del 
compost però, per identificar-lo correctament, caldrà analitzar el seu espectre d’absorció i 
comparar-lo amb el d’un patró. En aquest treball s’ha regulat l’aparell d’HPLC de manera que 
els espectres es trobin entre 200 i 600nm; cal tenir en compte que la freqüència d’absorció 
característica de l’anell aromàtic és 254nm. La Taula E.1 és un recull dels temps de retenció 
dels quatre compostos utilitzats en aquest treball que s’ha realitzat en base als cromatogrames 
de les proves dutes a terme durant la posta a punt del protocol d’extracció. A continuació 
s’exposen els espectres d’absorció característics d’aquests compostos.  
 
 
 
22                                                                                                                                                                   Annexes 
 
Taula E.1. Temps de retenció i formulació dels quatre compostos 
utilitzats per la posta a punt del procés d’extracció 
Nom Temps de retenció Formulació 
àcid 1-hidroxi-2-naftoic 19,440 ± 0,191 
àcid difènic 15,241 ± 0,135 
 
àcid ftàlic 9,430 ± 0,086 
 
fenantrè 21,814 ± 0,182 
 
OH 
COOH 
COOH 
COOH 
Els temps de retenció corresponen a les mostres analitzades durant 
les proves d’extraccions amb el Programa 1 
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E.2 Posta a punt del protocol d’extracció en fase sòlida 
En aquest apartat es recullen els cromatogrames corresponents als diferents protocols que 
s’h
 
an provat durant la posta a punt del procediment d’extracció de sòls. Les característiques 
de cada protocol es detallen al Subapartat 6.5.1. Al costat de cada un dels pics utilitzats per la 
determinació del rendiment del protocol s’hi ha adjuntat la fórmula del compost corresponent 
per facilitar la seva interpretació.  
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E.3 Anàlisi per HPLC dels extractes neutres 
 
Aquest apartat és un recull dels cromatogrames corresponents a les fraccions F1 i F2 del 
fraccionament dels extractes neutres dels microcosmos de l’experiment 3. En aquests 
cromatogrames l’únic compost que s’ha pogut identificar mitjançant aquesta tècnica és el 
fenantrè. Els cromatogrames corresponents a les fraccions F3 i F4 no s’han adjuntat en aquest 
Annex per no presentar pics significatius. 
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Microcosmos B1 - Extracte Neutre - F1
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Microcosmos C4 - Extracte Neutre - F1
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E.4 Anàlisi per HPLC dels extractes àcids 
 
Aquest apartat és un recull dels cromatogrames corresponents a la fracció F1 resultant del 
clean-up dels extractes àcids dels microcosmos de l’experiment 3. En aquests cromatogrames 
l’únic compost que s’ha pogut identificar mitjançant aquesta tècnica és el fenantrè. Els 
cromatogrames corresponents a la fracció F2 no s’han adjuntat en aquest Annex per no 
presentar pics significatius. 
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Microcosmos C2 - Extracte Àcid - F1
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ANNEX F: AVALUACIÓ ECONÒMICA D’UN PROJECTE 
DE BIORECUPERACIÓ DE SÒLS  
 
Aquest Annex pretén aportar algunes nocions sobre l’avaluació econòmica d’un projecte 
de biorecuperació de sòls. Més concretament, sobre els principals factors a comptabilitzar i, a 
través d’un exemple, sobre els costos aproximats que aquests representen. S’ha intentat que 
els conceptes que apareixen en aquest Annex siguin el més generals possible de manera que 
siguin fàcilment aplicables a qualsevol projecte de biorecuperació de sòls; independentment 
de la tecnologia utilitzada, de la durada total del tractament, del volum de sòl a tractar o del 
tipus de contaminant. 
 
Generalment, tot projecte de biorecuperació de sòls es pot desglossar en diverses etapes 
que es van succeint o solapant per donar lloc al tractament final. A més d’un elevat grau de 
complexitat, un projecte de biorecuperació es caracteritza per tenir una durada que es 
comptabilitza en anys; això fa preveure que la quantitat de factors que caldrà tenir en compte 
a l’hora d’efectuar l’avaluació econòmica del projecte serà enorme. Per facilitar aquesta tasca, 
l’EPA. (Environmental Protection Agency dels Estats Units) va posar a punt, l’any 1998, una 
guia que presenta els passos que cal seguir per dur a terme l’avaluació econòmica d’un 
projecte de bioremediació i el format aconsellable per presentar-ne els resultats. Des del punt 
de vista econòmic, aquesta guia permet fer-se una idea dels principals factors que intervenen 
en el cost final d’un projecte de biorecuperació de sòls. 
 
F.1 Principals factors a considerar en l’avaluació econòmica d’un 
projecte de biorecuperació de sòls 
 
F.1.1 Cost fix inicial de la tecnologia 
 
? Mobilització, col·locació i desmantellament dels equipaments. Inclou el transport o 
lliurament dels equipaments, instal·lacions i personal; la col·locació d’instal·lacions temporals 
i la instrumentació necessària per la construcció i posta a punt de la tecnologia a aplicar. 
 
? Planificació i preparació. Inclou l’obtenció de permisos i llicències necessàries 
(tenint en compte els relatius a emissions gasoses i abocaments d’aigües residuals); l’obtenció 
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dels drets associats a la utilització de certes tecnologies; l’elaboració d’organigrames, de plans 
de mostreig i anàlisis, de salut i seguretat, de relacions comunitàries i de gerència de l’àrea 
afectada. 
 
? Preparació de l’emplaçament. Inclou tota la feina necessària per assentar l’estructura 
física prèvia a l’aplicació de la tecnologia; les activitats dutes a terme per restaurar 
l’emplaçament fins a les condicions de pre-remediació requerides o per arribar a complir les 
especificacions marcades pel pla de biorecuperació elaborat. Aquest apartat inclou les 
activitats associades al condicionament de l’àrea de treball: clarejar, desbrossar, terraplenar, 
construir sistema de clavegueres, marcar camins o sendes, habilitar estructures de control de 
vessaments, etc. 
 
? Equipaments i accessoris. Inclou el cost de les estructures, equipaments i accessoris; 
la construcció o instal·lació dels components i materials de la tecnologia de bioremediació, 
incloent les eines i recanvis necessaris pel seu funcionament òptim; despeses de propietat 
(amortització), lloguer o arrendament dels equipaments; millores, modificacions o reposicions 
de parts del sistema durant el tractament. 
 
? Posta en marxa i primeres proves. Inclou les activitats associades a la posta en 
marxa de la tecnologia com l’establiment de les condicions d’operació i la formació del 
personal d’operació i manteniment. 
 
? Altres (equipaments externs al procés). Inclou la resta de costos fixos inicials 
associats a cada tecnologia específica que no s’han considerat anteriorment. Generalment, 
solen estar referits a equipaments externs al procés: material d’oficina i equipaments 
administratius (processadors de dades, equipaments informàtics, vehicles, equipaments de 
seguretat). 
 
F.1.2 Despeses d’operació i manteniment 
 
? Mà d’obra. Inclou les despeses de mà d’obra relatives al funcionament i manteniment 
de la tecnologia i a la supervisió; engloba les activitats que cal realitzar de forma contínua 
però també les activitats puntuals de manteniment (prevenció i correcció).  
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? Materials. Inclou el subministrament de materials de procés, productes químics i 
matèries primeres; engloba les activitats que cal realitzar de forma contínua però també les 
activitats puntuals de manteniment (prevenció i correcció). 
 
? Consum de recursos. Inclou el subministrament d’energia (fuel, electricitat, gas 
natural) i aigua; engloba les activitats que cal realitzar de forma contínua però també les 
activitats puntuals de manteniment (prevenció i correcció). 
 
? Despeses de propietat dels equipaments (lloguer o arrendament). Inclou el 
pagament del lloguer o arrendament de l’equipament necessari per l’operació i manteniment 
dels components de la tecnologia. 
 
? Proves i anàlisis de l’efectivitat del tractament. Inclou el monitoreig, mostreig i 
anàlisis associats a l’avaluació de l’efectivitat d’una tècnica de descontaminació de sòls. No 
inclou les activitats destinades a demostrar l’acompliment de regulacions i permisos específics 
de l’aplicació de la tecnologia. 
 
? Altres (despeses generals externes al procés, seguretat i salut). Inclou totes les 
despeses d’operació i manteniment associades a una tecnologia específica que no s’hagin 
identificat anteriorment. Sovint cal sumar-hi despeses generals externes al procés: 
manteniment i reparació de material d’oficina i d’equipaments administratius (processadors 
de dades, equipaments informàtics, vehicles, equipaments de seguretat). Els costos de 
seguretat i salut inclouen els equipaments de protecció personal i els controls i seguiments de 
la salut del personal implicat. 
 
F.1.3 Altres despeses específiques de la tecnologia aplicada 
 
? Acompliment dels tests i anàlisis. Inclou el monitoreig, mostreig i anàlisis associats a 
la demostració de l’acompliment de les regulacions i permisos específics de la tecnologia 
aplicada. No inclou les activitats destinades a l’avaluació de l’efectivitat de la tècnica de 
descontaminació aplicada. 
 
? Excavació, recollida i control del sòl, fangs i residus. Inclou totes les activitats 
relacionades amb l’excavació, recol·lecció o control del sòl contaminat, fangs i residus 
generats, especialment significants en els tractaments ex-situ. També s’ha de comptabilitzar la 
disposició dels materials contaminants en recipients degudament condicionats. 
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? Disposició dels residus. Inclou les activitats associades a la recollida de residus 
generats durant el tractament. Cal comptabilitzar l’eliminació dels residus tant si es realitza en 
el propi emplaçament com en plantes de tractament externes. 
? Altres despeses del projecte. Inclou totes les activitats associades a la recuperació 
d’un emplaçament contaminat que no s’atribueixen directament a la tecnologia específica com 
la mobilització i desmantellament o la restauració de les activitats de la zona. Aquestes 
despeses poden ser de gran utilitat a l’hora de comparar costos entre diferents projectes de 
biorecuperació o a l’hora de relacionar el cost d’una tecnologia específica amb el cost total del 
projecte.       
 
F.2 Exemple: Avaluació econòmica d’un projecte de biorecuperació in-
situ 
 
A fi de poder donar alguns valors del cost aproximat associat a cada una de les despeses 
que es mencionen en l’apartat anterior, s’ha agafat com a exemple el balanç econòmic d’un 
projecte de biorecuperació de sòls: In Situ Enhanced Soil Mixing at Portsmouth Gaseous 
Diffusion Plant (EPA). Com el seu nom indica es tracta d’un projecte in-situ en el que es va 
afavorir el procés de biodegradació mitjançant l’aeració mecànica del sòl i la bioestimulació. 
 
Un altre dels documents elaborats per la EPA de gran interès es titula A Guide to 
Developing and Documenting Cost Estimates During the Feasibility Study (www.epa.gov/ 
superfund/resources/remedy/final.doc.pdf). Es tracta d’una extensa guia, elaborada l’any 
2000, que té per objectiu facilitar l’elaboració de pressupostos detallats per cada una de les 
tecnologies disponibles per dur a terme un procés de biorecuperació determinat. En les fases 
prèvies a la formulació del projecte, sovint cal realitzar una sèrie d’estudis (subapartat 3.1.1) 
per tal de dissenyar i optimitzar la tecnologia a aplicar. Aquesta guia és de gran utilitat a 
l’hora de comparar diferents alternatives plantejades en base a termes estrictament econòmics. 
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Tipus de despesa Cost ($) 
1. Cost fix inicial de la tecnologia 
Mobilització, col·locació i desmantellament dels equipaments 60.000
Planificació i preparació 0
Preparació de l’emplaçament 142.000
Equipaments i accessoris 745.000
Posta en marxa i primeres proves 0
Altres  
- equipaments externs al procés 124.000
- suport de gestió 199.500
Subtotal 1.270.500
2. Despeses d’operació i manteniment 
Mà d’obra 270.750
Materials 56.000
Consum de recursos inclòs en Materials 
Despeses de propietat dels equipaments (lloguer o arrendament) 50.000
Proves i anàlisis de l’efectivitat del tractament 73.500
Altres  0
Subtotal 450.250
3. Altres despeses específiques de la tecnologia aplicada 
Acompliment dels tests i anàlisis 
Excavació, recollida i control del sòl, fangs i residus 
inclòs en Disposició dels 
residus 
Disposició dels residus 150.000
Altres despeses del projecte 0
Subtotal 150.000
Cost total 1.870.750
Quantitat de sòl tractat 8.580-12.470m3 de sòl 
(densitat 1900kg/m3)
Cost per unitat de sòl tractat 150-218$/m3
Font: Guide to Documenting and Managing cost and Performance Information for Remediation Projects 
(www.epa.gov/tio/download/frtr/costperf98.pdf) 
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ANNEX G: CONDICIONS D’ESTERILITAT AL 
LABORATORI 
 
Aquest Annex es centra en els diferents mètodes que s’han utilitzat en la part experimental 
d’aquest treball per evitar la contaminació biològica dels microcosmos on té lloc la 
biodegradació.  
 
G.1 Concepte d’esterilització 
 
L’esterilització es defineix com l’eliminació de tota forma de vida. En aquest àmbit, es 
considera que un microorganisme està mort quan ha perdut de forma irreversible la seva 
capacitat de reproducció en un medi adequat. 
 
Les activitats dels microorganismes es veuen intensament afectades per les condicions 
químiques i físiques de l’ambient. El coneixement de les influències ambientals ajuda a poder 
explicar la distribució dels microorganismes en la naturalesa i possibilita la posta a punt de 
mètodes per controlar les activitats microbianes i per destruir els microorganismes 
indesitjables. Un dels factors que tenen més influència en les activitats microbianes és la 
temperatura que és, per tant, un dels agents físics més utilitzats en les tècniques 
d’esterilització. 
 
L’elevada temperatura combinada amb un elevat grau d’humitat és un dels mètodes més 
efectius per destruir microorganismes. Cal fer la distinció entre calor humida i calor seca. La 
humida destrueix als microorganismes perquè coagula les seves proteïnes, essent més ràpida i 
efectiva que la calor seca, que els mata al oxidar els seus constituents químics. L’acció letal 
de la calor es basa en una relació de temperatura i temps afectada per moltes condicions. Per 
exemple, les espores de Clostridium botulinum son destruïdes en 4-20min a 120ºC en calor 
humida mentre que es necessiten al voltant de dues hores d’exposició a la calor seca per 
obtenir els mateixos resultats. 
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G.2 Sistemes d’esterilització i de seguretat biològica al laboratori 
 
G.2.1 Autoclau 
 
Al laboratori de microbiologia on s’ha realitzat aquest treball l’esterilització del material 
s’aconsegueix mitjançant l’autoclau que forma part dels mètodes d’esterilització per calor 
humida. Es basa en la utilització de la calor en forma de vapor saturat a pressió, un dels agents 
més pràctics per esterilitzar ja que el vapor a pressió proporciona temperatures superiors a les 
que s’obtenen per ebullició. L’autoclau es pot assimilar a una olla que regula la pressió 
interna i el temps d’exposició. Els autoclaus de laboratori es regulen a una pressió de vapor 
d’una atmosfera per sobre de la pressió atmosfèrica que correspon a una temperatura de 
120ºC. El temps d’exposició depèn del volum del material que es vol esterilitzar. L’autoclau 
utilitzat en aquest treball (Fig. G.1) està programat per mantenir el seu contingut a 120ºC i 
2atm durant 20min. 
 
A efectes pràctics, a fi que l’esterilització tingui lloc, cal assegurar-se que el vapor penetra 
correctament. Així doncs el material no es pot mantenir estanc, les ampolles que contenen 
solucions s’han d’obrir un punt i cal recordar que les substàncies que no siguin solubles en 
aigua no podran ser abastades pel vapor. 
 
 
Fig. G.1. Autoclaus del Departament de Microbiologia 
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G.2.2 Cabina de seguretat biològica de flux laminar horitzontal 
 
El funcionament d’aquestes cabines es basa en la generació d’un flux d’aire que, després 
de passar per un filtre biològic, es desplaça des del fons de la cabina cap a l’operari creant, 
d’aquesta manera, una zona de treball estèril. Aquest flux és laminar, és a dir exempt de 
turbulències, i horitzontal i impedeix el pas dels microorganismes des de l’ambient cap a dins 
de la cabina (Fig. G.2). 
 
Tanmateix cal remarcar que aquest tipus de cabines garanteixen les condicions d’esterilitat 
en la zona de treball però en cap cas proporcionen protecció a l’operari. Si s’hagués de 
treballar amb microorganismes patògens, per exemple, caldria utilitzar altres tipus de cabines 
que funcionessin amb flux vertical. 
 
 
Fig. G.2. Cabina de seguretat biològica del Departament de Microbiologia 
 
G.2.3 Treballar sobre la flama 
 
Una altre mètode molt utilitzat en els laboratoris de microbiologia per assegurar les 
condicions d’esterilitat d’un zona, encara que de dimensions més reduïdes, es basa en treballar 
sobre una flama. Consisteix en mantenir una flama encesa de manera que, per efecte de la 
calor dissipada, es crea un flux d’aire ascendent al voltant de la flama que defineix la zona de 
treball estèril. Aquest flux d’aire és estèril degut a la font de calor que el genera per tant els 
microorganismes no podran sobreviure en aquesta zona. 
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G.2 Requisits d’esterilitat del sistema dissenyat 
 
En la realització experimental d’aquest projecte i, més concretament, en la part de la posta 
a punt del sistema físic, s’ha treballat en condicions d’esterilitat. És important que els 
microcosmos en els que té lloc la biodegradació no es contaminin amb microorganismes 
externs al propi sòl ja que es vol avaluar la biodegradació que poden dur a terme els 
microorganismes autòctons i/o la soca inoculada. Els organismes externs al sòl que 
contaminessin els microcosmos podrien entrar en competència amb els microorganismes 
degradadors d’HAPs i fer disminuir així el grau de biodegradació. Així doncs caldrà poder 
assegurar l’esterilitat a dos nivells: en el muntatge del sistema i en l’aeració. 
 
El circuit d’aeració consta d’una etapa de neteja biològica, el filtre biològic, en el que 
s’allibera l’aire de microorganismes. Però per garantir que aquest aire arriba en condicions 
d’esterilitat als microcosmos caldrà autoclavar tots els elements amb els que estigui en 
contacte, des del filtre biològic fins als microcosmos. Tal com es detalla en l’Annex C, 
aquests elements són: el distribuïdor, els humitejadors, l’aigua que contenen i tots els tubs de 
connexió entre el filtre biològic i els microcosmos.  
 
Una vegada autoclavats els elements de la part del sistema que va del filtre biològic als 
microcosmos, s’hauran de muntar en condicions d’esterilitat. L’espai de la cabina de seguretat 
biològica és limitat, per tant les connexions entre el filtre i el distribuïdor i entre aquest i els 
quatre humitejadors es realitzen a la taula del laboratori treballant sobre la flama. El muntatge 
de cada humitejador amb els sis microcosmos i les trampes es realitza a la cabina de seguretat 
biològica.  
 
 
